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は じ め に
　酸化ストレスとは，生体における酸化 / 抗酸化
（レドックス）のバランスが破綻し，酸化に傾いた
状態と定義され，生命活動（エネルギー産生，免疫
応答，創傷治癒等）によって常に産生される活性酸
素種（ROS）の調節不全により引き起こされる．酸
化ストレスの増大は，動脈硬化，癌，糖尿病，アル
ツハイマー病など様々な病態の発症や進展に関与し
ていることから，酸化ストレス制御の重要性が注目
されている．
　生体には，酸化ストレスから組織の恒常性を維持
するために，ROSに対する様々な消去系が存在し，
グルタチオンシステム，チオレドキシンシステム，
スーパーオキシドジスムターゼ，カタラーゼ等が代
表的な例として以前から良く知られている．筆者ら
は，これら酸化ストレス応答性抗酸化酵素群の発現
を統合的に制御するNF-E2-related factor 2（Nrf2）/
Kelch-like ECH-associated protein 1（Keap1）シス
テムに焦点をあて，マウス動脈硬化モデルを用いて
検討を行い，Nrf2 が血管平滑筋細胞（VSMC）遊
走を制御し，血管傷害後の内膜肥厚を抑制する現象
を報告した1）．
　本稿では，虚血性心疾患の引き金となる血管傷害
後の内膜肥厚にNrf2 が関与している事実を概説す
る．また，Nrf2 およびその標的遺伝子群が動脈硬
化におけるバイオマーカーとして期待できる点を紹
介する．
酸化ストレスと動脈硬化
　虚血性心疾患につながる動脈硬化発症のリスク
ファクターである高血圧，高脂血症，糖尿病など
が，いずれも生体の酸化ストレスを増大させること
から，酸化ストレスと動脈硬化進展の関連性が以前
より注目されていた．実際にこれらの病態を背景に
持つ場合，血管における ROS レベルの上昇が認め
られている2）．さらに血管形成術後の再狭窄段階で
ROS が増加していること3，4）や，抗酸化剤による血
管内膜肥厚の抑制5）が報告されている．
　スーパーオキシドアニオンや過酸化水素等の
ROS は，細胞内シグナル伝達因子として機能する
ことが確立されており，創傷治癒や血管新生をはじ
めとする様々な生理的修復プロセスに関与する6，7）．
血管においてもVSMCや血管内皮細胞に作用する
ことで細胞増殖や遊走を調節し，血管傷害修復や血
管新生を促進させる．しかしながら，過剰な ROS
によって生じた酸化ストレスは，VSMCの機能的
変化を引き起こし，血管傷害後の内膜肥厚や動脈硬
化の進展の原因となる8）．このように酸化ストレス
防御は，血管恒常性維持と動脈硬化進展阻止に対し
て非常に重要である．
VSMC遊走と ROS
　動脈硬化症の発症と進展は，血管内皮傷害に引き
続く単球の接着，変性低比重リポタンパク質の取り
込みと泡沫細胞化，VSMCの遊走・増殖，細胞外
基質の合成といった段階を経て，内膜が異常に肥厚
することで起きると考えられている．中でも，血小
板由来成長因子（PDGF）による VSMC 遊走は重
要なステップであり9），PDGF がバルーン血管形成
術後の新生内膜肥厚に関与することが報告されてい
る10，11）．PDGF レセプターを介して PDGF のシグ
ナルが細胞内に伝達されると，small GTPase Rac1
の活性化に引き続く，素早い NAD（P）H oxidase
の活性化が生じることで，ROS の産生が促進され
る6，7，12，13）．この ROS がセカンドメッセンジャーと
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して機能することで，遊走能の強さと方向性を制御
していると考えられている．VSMCには，NAD（P）
H oxidase family の中でも，Nox1 と Nox4 が主に
発現しており14），NAD（P）H oxidase 阻害剤または
Nox1 antisense の処置により superoxide anion 生
成や細胞遊走が抑制されることから，VSMCにお
いて主にNox1 が PDGF 刺激による ROS 産生に関
与していると示唆されている14-16）．また PDGF 誘
発 VSMC遊走は，カタラーゼの前処置により抑制
されることから，ROS が VSMC遊走のメディエー
ターとして機能していることが伺える17）．
　通常，生理的に損傷血管修復に重要な役割を担っ
ているVSMCは，ROS の産生系と消去系が非常に
巧妙に調節されることで正常な修復機能を保ってい
る．しかし，この調節が，他の複合的な要因などに
より破綻すると，持続的な酸化ストレス状態とな
り，VSMCの形質転換や過剰な増殖および遊走が
引き起こされ，動脈硬化に進展すると考えられてい
る．従って，酸化ストレスによるVSMCの過剰活
性化の阻止は，多くの血管疾患の発生率の低下のた
めの治療介入に有用である．
Nrf2による酸化ストレス防御
　過剰な ROS は，細胞の機能不全や酸化的ダメー
ジを誘導するため，様々な抗酸化システムにより厳
密に調節されている．中でもNrf2/Keap1 系は，抗
酸化応答配列（ARE）を持つ遺伝子の発現誘導を
統合的に調節する重要な生体防御システムとして機
能している18）．転写因子Nrf2 は，通常状態ではア
ンカータンパク質Keap1 により捕捉され非常に速
い分解を受けているが，酸化ストレス状態になると
分解が阻害され安定化する．安定化することで核に
移行・集積した Nrf2 は，small Maf とヘテロダイ
マーを形成しAREに結合後，NAD（P）H : quinone 
oxidoreductase -1（Nqo1），heme oxygenase -1
（Hmox1），thioredoxin-1（Txn1）等の解毒第Ⅱ相
酵素や抗酸化酵素の遺伝子発現を誘導することで抗
酸化能を高め恒常性維持に貢献する19）．
　Nrf2 システムの病態生理学的重要性は，Nrf2 遺
伝子欠損（－/－）マウスがアレルギー性喘息20）やルー
プス腎炎21）に対して重症化を示し，アセトアミノ
フェンによる肝障害22）や化学発がん23）に対してより
感受性が高いことによって証明されている．血管組
織でも，アテローム産生抑制性血流 laminar ﬂowの
ずり応力によるNrf2 の核移行と標的遺伝子Nqo1，
フェリチン重鎖遺伝子の発現誘導24），マウス大動脈
の動脈硬化耐性部位におけるNrf2 の核内移行の増
加25），さらに，Nrf2 標的遺伝子Hmox1によるVSMC
のケモタキシス抑制26）が明らかにされている．こ
れらの報告からNrf2 が動脈硬化発症に対する感受
性を変化させることが推測される．しかしながら，
PDGF による VSMC遊走と血管内膜肥厚における
Nrf2 の直接的な役割は明らかにされてこなかった．
Nrf2による PDGF誘発 VSMC遊走制御
　ラットから単離した正常大動脈平滑筋細胞
（RASMC）にVSMC遊走を惹起する PDGFを処置
すると，Nrf2 の核内への集積が観察される（図 1）．
筆者らは，PDGFによるVSMC遊走に対してNrf2
が機能的役割を果たすか，トランスウェルを用いた遊
走アッセイ（Modiﬁed Boyden chamber assays）に
よる検討を行い，siRNAによるNrf2 のノックダウン
がケモタキシス活性を増強させることを示した（図2）．
また創傷治癒アッセイ（Wound scratch assay）に
よってもPDGF存在下でNrf2ノックダウンがwound 
injury 応答による方向性細胞遊走能を増強させるこ
とを確認している1）．PDGF刺激によるVSMC遊走
は，N-acetylcysteine（NAC），diphenylene iodo-
nium，ebselen などの様々な抗酸化剤の前処置によ
り有意に減弱する16）ことや，アデノウィルスを用い
た Hmox1 高発現系で PDGF による VSMC 遊走が
減弱する26）ことが報告されている．これらの結果
は，Nrf2 システムが様々な抗酸化タンパク質の誘
導を介して ROS を調節し酸化ストレスを抑制する
ことで，PDGF による VSMC遊走を制御している
ことを示唆している．
Nrf2による PDGF誘発 ROS産生制御
　RASMCへの PDGF 刺激により，細胞内の ROS
レベルは 5分後から有意に増加し，15 から 30 分に
かけてピークに達する1）．以前に，RASMCにおい
て PDGFにより誘導されるROSレベルが，ROS捕
捉剤NACや ROS 産生酵素阻害剤 apocynin により
低下することが報告されている15）．そこで次に筆者
らは，PDGF刺激によるVSMC内の ROSレベルの
変動におけるNrf2 の関与について検討した．PDGF
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は，Control siRNAトランスフェクションおよびNrf2
ノックダウン細胞の両方で細胞内 ROS レベルを有
意に増加させた．しかしながら，Control 細胞の細
胞内ROSレベルは，PDGF刺激 60 分後に刺激前の
レベルに回復した一方で，Nrf2 ノックダウン細胞は，
その上昇が 60 分後においても持続していた（図 3）．
これらのことは，VSMCにおいてNrf2 システムに
よる抗酸化機能が，PDGF による ROS の過剰生成
と蓄積を抑制していることを示唆している．
　VSMCにおいて PDGF刺激により増加する ROS
の主な生成源はNAD（P）H oxidase であり，その活
性化は酵素複合体サブユニットの会合が要求され，
Rac1 GTPase の活性化によりコントロールされて
いる7，13）．筆者らは，Rac1 活性化におけるNrf2 の
役割についても検討し，Nrf2 ノックダウン細胞が
Control 細胞と比較して，無刺激化および PDGF刺
図 1　VSMCにおける PDGFによるNrf2 の核移行促進
増殖停止させた RASMC を PDGF（25 ng/ml）で 60 分
間処置した後，抗Nrf2 抗体，ファロイジン，DAPI で染
色した．矢印は核に集積したNrf2 を示す．矢印頭は遊
走状態であることを表すラメリポディアとストレスファ
イバーを示す．（文献 1より改変，Reproduced with per-
mission from Ashino et al. 2013. Copyright 2013, Wolters 
Kluwer Health, License Number 3535260091225.）
図 2　PDGFによるVSMC遊走におけるNrf2 の関与
RASMCに Nrf2 siRNAまたは control siRNAをトラン
スフェクトし，48 時間後に PDGFによる細胞遊走活性
の変化をmodiﬁed Boyden chamber assay で測定した
ところ，Nrf2 ノックダウン細胞において遊走の亢進が
見られた．（文献 1より改変，Reproduced with permis-
sion from Ashino et al. 2013. Copyright 2013, Wolters 
Kluwer Health, License Number 3535260091225.）
図 3　PDGFによる ROS産生におけるNrf2 の関与
RASMCに Nrf2 siRNAまたは control siRNAをトランスフェクト
した．48 時間後，増殖停止させた RASMC に PDGF（25 ng/ml）
を処置し，CellROX Deep Red reagent を用いて，細胞内 ROS の
変化を観察したところ，Nrf2 ノックダウン細胞において PDGFに
よる ROS 産生の持続が見られた．（文献 1より改変，Reproduced 
with permission from Ashino et al. 2013. Copyright 2013, Wolters 
Kluwer Health, License Number 3535260091225.）
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激化の両方で，Rac1 活性の有意な上昇を示すとい
う興味深い知見を得ている1）．Rho family GTPase
である Rac1 は，リーティングエッジにおけるラメ
リポディアの形成27）や PDGF による細胞遊走に重
要な役割を果たすことから28），Nrf2 がアクチン細
胞骨格系再構築にも関与している可能性が伺える．
これらの結果から，Nrf2 は細胞内レドックスバラ
ンスを維持することで酸化ストレスから細胞を保護
するだけでなく，Rac1 活性と細胞運動性の調節に
も影響を与えると考えられる．
Nrf2による血管傷害後内膜肥厚制御
　PDGFによるVSMC遊走に関与するNrf2 は，血
管傷害後の修復にも影響を与えると考え，筆者らは
血管壁における内在性Nrf2 の発現と傷害後の発現
変動を in vivo で検討するため，野生型（WT）マ
ウスの大腿動脈にワイヤーを挿入し，内皮の剥離と
血管の拡張を行った．傷害 7日後の新生内膜形成初
期段階において，内弾性板の管腔側でNrf2 の高発
現が見られた．傷害 14 日後には，Nrf2 を高発現し
ている細胞が血管の中膜および新生内膜部位で観察
され，傷害 28 日後の新生内膜形成後期には傷害前
のレベルまで回復した（図 4）．このNrf2 の発現は，
VSMCマーカーであるα-smooth muscle actin と共
局在していた1）ことから，血管傷害後の新生内膜形
成期に，VSMC内の酸化ストレスが増加し，Nrf2
が安定化状態にあったことを示している．
　さらにNrf2 が血管傷害後の再構築に直接影響す
るかどうか検討するために，Nrf2－/－マウス大腿動
脈にワイヤー傷害を施行し，WTマウスと比較した．
血管傷害 4週間後，Nrf2－/－マウスは，WTマウス
と比較して，管腔面積の有意な減少と，新生内膜エ
リアおよび内膜 /中膜面積比（I/M比）の有意な増
加を示し，Nrf2 の欠如が著しく血管内膜肥厚を増大
させることが明らかとなった（図 5）．動脈硬化進展
における抗酸化の役割に関しては，免疫調節薬スル
ファサラジンと天然ポリフェノールスチルベンのト
ランスレスベラトロールがNrf2標的遺伝子のHmox1
誘導を介して内膜肥厚を阻害することが報告されて
いる29，30）．これらの結果は，Nrf2 が in vivo におい
て血管再構築に寄与し，血管恒常性維持において中
心的な役割を果たしていることを示唆している．
Nrf2ターゲット遺伝子の 
バイオマーカーとしての可能性
　筆者らは，レドックス感受性転写因子 Nrf2 が，
PDGF依存性のROS産生を調節し，VSMC遊走と傷
害後の血管再構築を調節することで過剰な新生内膜
図 4　血管傷害による新生内膜形成部位におけるNrf2 の増加
WTマウス大腿動脈にガイドワイヤーを用いて拡張傷害を施した．経
時的に傷害血管を摘出し，抗Nrf2 抗体で免疫染色を行ったところ，傷
害 7から 14 日後の新生内膜形成部位でNrf2 の増加が見られた．矢印
頭は染色されたNrf2 を示す．矢印は内弾性板を示す．（文献 1より改
変，Reproduced with permission from Ashino et al. 2013. Copyright 
2013, Wolters Kluwer Health, License Number 3535260091225.）
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肥厚を抑制するという新規役割を明らかにした（図6）．
このNrf2 の機能はNrf2 のターゲット遺伝子群の協
調的な役割によるものと推測できる．実際に，PDGF
処置したRASMCおよび傷害血管において各種Nrf2
ターゲット遺伝子のHmox1，Nqo1，Txn1 遺伝子
の発現誘導がみられる事実を見出している．従っ
て，血管におけるこれらの遺伝子発現が閉塞性心血
管疾患のバイオマーカーと成り得る可能性がある．
　近年，血管内膜肥厚は，内皮傷害後に血管前駆細
胞として機能する骨髄由来の多能性造血幹細胞が末
梢血中に動員され，傷害部に接着 /浸潤することが
起点となることが明らかとなった31）．VSMC前駆細
胞の傷害部位への接着および分化における生体内の
酸化ストレスによる影響は今後の課題であるが，骨
髄中や流血中において酸化ストレスの影響を既に受
けていると考えられる．これらの課題を解決するこ
とにより，末梢血中のVSMC前駆細胞が発現する
Nrf2 やそのターゲット遺伝子を動脈硬化や虚血性
心疾患のバイオマーカーとして活用できるだけでな
く，治療標的として応用できる可能性が期待できる．
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